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CHAPTER VIE 
SUMMARY AND CONCLUSIONS 

SUMMARY AND CONCLUSIONS 
Elements of the centtar and peripheral nenrous system innervating thc eyeball 
and ln particular the anterior eye segment, are involved in the regulation of 
the intraocular pressure. The  nrorphological and physiological literature 
concerning these nervous elements is summanzed in Chapter 1. Despite die 
large amount of data on the anterior eye segment innervation the concept of 
the anatomical organization i s  often insumcient as to understanding the 
ou tcome  of  physiological experiments. This frequent mismatch beiween 
anatomical and physiological data may be due to invalidity or incompleileness. 
As outlined in Chapter I many experiments s u h r  from the inability to 
ndentify the anatomical origln or  individual nerve fibres. The intermingling, of 
peripheral nerve fibres within the peripheral ganglia and their possible 
interconnectivlty has got relatively little attention The peripheral ganglia 
comprise a relay station between the central  nervous system and the 
innenrated orBan. Wether tllese relay stations are only passing on impulses, or 
are capable of integrative activity or are, ro a certain degree, independant of 
the central nervous system analogue to the enteric ganglia has not been 
elucidated yet. 
By means of the selective anterograde tracing technique of autoradiography, 
and by anterograde and retrograde tracing with NRP and WGA-NRP, Wae 
allocation of peripheral nerve fibres to the eyeball and perjpheral eye related 
ganglia was investigated in the present thesis. The results of the experiments 
are summarized and discussed under three separate headings: i)  Blood-ganglion 
cell barrier, ii) Anterior eye segment innemaltion, and iii) Inter- ganglionic 
circuitry. 
BLOOD-GANGLION CELL BARWJBR (Cliapter 11) 
In  the course of the anterograde tracing experiments from tho trigerninal and 
superior cervical ganglion a confusing difference in the uptake and transport 
of 1.3RP and WGA-HRD, was noticed between these two gangl~a. Subsequent 
ultrastructural ananysis of autonemic and sensory ganglia after inlraga~glionic 
m d  intravascular ~njections of WCA-HRP and HRP, revealed that satellite cells 
in a~ tonomic  ganglia comprise an effective barrier for the injected proteins 
and likely for large molecules In general The presence of numerous tight- 
junctions between the cell membranes of the satellite cells and their 
processes, which fully enwrap the autonomic ganglion cell somata, might be 
responsible Tor this barrier This blood-ganglion cell barrier appeared not re 
exist in sensory ganglia. Hence, large substances preseot in the blood stream 
have access to the endoneuriai space in both autonomic and sensory gangha, 
and theye substJtnces. also reach the cell membranes of sensory ganglion cePl 
somata by which they ace taken up. In autonomic gangha, however, fPle cell 
somata are screened from these substances by the enwrapping intercellulaxy 
linked satellite cell processes. Consequently, peripheral sensory neurons may be 
more wlrrerable to circulating toxic agents as compared to the autonomic 
peripheral neurons. 'The significance of ~e fact that sensory ganglion cell 
somata are riot p6otected like the autonomic ganglion cell somata will be 
discussed later, 
ANTEMOR EYE SEGMENT INNERVATION 
ltetrogsade tracing experiments in bath rabb~ts  and rats revealed no major 
BifEerences between these species (Chapter 111). The anterior eye segment was 
found )to be supplied by nerve fibres originating in the sensory rrigerninal 
ganglion, the sympathetic superior cervical ganglion and the parmympatheac 
ciliary and pterygopalatine ganglia.  Intracorneal injections of WGA-HRP 
studied after increasing survival times showed that the innervation of the 
cornea is exclusively of trigeminal, i.e. sensory, origin. Electron microscopy 
showed hour direrent call types in the trigeminal ganglion. The individual cell 
types had no specific projection area,  Anterograde tracing with tridiated 
leucine and WGA-NRP revealed that sensory ttigeminal nerve fibres (Chapter 
IV) coming from1 the cornea, the conjunctiva, the anterior stroma of the c i l i q  
body and tlre iris course U~rough the ciliary clert and the suprachoroid to the 
anteramedial part of the trigeminal ganglion (Pig. 1). Whether lthe ciliary cleft 
has sl, sensory innervation of its own could not be definitely proved. 
Sympathetic nerve fibres from the rostra1 pole of the superior cervical 
gatlglian (Chapter V) project, after coursing the suprachoroid and the base of 
lllo ciliary body, 60 Zhe sktronaa a l  the ciliary processes, the iris, the limbic 
arcu and the conjunctiva. Few synlpathetic nerve fibres appeared in the ciliary 
clck On accordance wid1 the re.trograde tracing experiments in rabbits no 
sympathetic innervation of the cornea was found by antetograde tracing in 
rats. 
T h e  parasympathetic innervation mediated by the pterygopalatine ganglion 
(Chapter YI) appeared ro be restricted to the chorord, the limbic area and the 
conjunctmva. 
INTERGANGLIONIC CIRCUITRY 
I t  has been established that in primates and sub-prlmates the p!erygopaLatine 
ganglion contains nerve fibres of mixed origin, whereas the ciliary garlglian of 
only dogs and primates has a mixed character. The ci11ai-y ganglion of rats 
and rabbits is thought to receive parasympathetic nerve fibres OF oculo~notor 
origin only. I n  addition, the superior cervical and tsigeminal gmglion are 
slupposed to contain only sjmpathcric and sensory nerve fibres respectively 
[Chapter I). 
The c~rcuitry between the four eye relared ganglia of sets was studied by 
anterograde and retrograde tracing with 3 ~ - ~ , e u c i n e  and WGA-HRP f r o n ~  the 
trigerninal ganglion (Chaptcr IU), the superior cervical ganglion (Chapter V3 
and the pterygopalatine ganglion (Chapter VI). The results concernitlg the 
circuitry between the peripheral ganglia are sz~mmadzed In Figure 1. 
Sensory  t r igeminal  ne rve  fibres were  Pound in the  parasympathet ic  
pterygopalatine ganglion and the sensory nodose ganglion. Sympathetic nerve 
fibres from the superior cervical ganglion project to Qe trigeminal ganglion 
and the igsi- and contralateral pterygopalatine ganglion. Parasympathetic nerve 
fibres from the pteaygopalatine ganglion psoj~ect ra the parasympathetic ciliary 
ganglion. So, in comparison do the supposed circuitry, outlined in Chapter 1, 
only the superior cervicai ganglion was not found to be supplied by nerve 
fibres of different or additional sources. Whether the interrnlngling of diszinct 
peripheral nerve fibres in the pedpheral ganglia is due to the fact that these 
nerve fibres simply pass these ganglia on their way to 1.ho targel strucluree, or 
is due to the fact that these nerve fibre$ synaptically interact with t11e 
ganglionic neurons could not be evidenced. However, the light-micruscopiical 
obsenrsrtions concerning the presence ol" trigemnnal nerve fibres in the nodose 
ganglion, and the presence of sympathetic nervc fibres originating In the 
superior cervical ganglion, in the trigemtnal ganglion, are in gtrong support aS 
a synaptic interaction between these nerve fibres and the ganglion cells. As 
to the trigerninal ganglion, numerous gang11011 ccll somata were retrogradely 
labelled in &e superior cervical ganglion after WCA-HRF injection into d ~ e  
trigeminal ganglion. In addition, anterograde ttacing with tritiated leucine from 
the superior cervical ganglion showed lndkvidwal labelled nerve fibres adjacent 
to cel l  somata in addttion to labelled nerve fibre bundles. As to the nodose 
ganglion, labelled tngeminal nerve Gbses were found rostra1 to the ganglion 
but not caudal to the ganglion. T o  appreciate these results one has to  consider 
whother or not there are synapses in these ganglia. Sensory ganglia in general 
have long been supposcd not to contain synapses. Recently, however, synapses 
have been hclenlirted lrr the nodose ganglion and the dorsal soot In 
the trigernrnal ganglion, synapses have not becn found yet. This means that 
them are s s  few that they are hard to find in ultrathin sections or that Me 
ltigeminal ganglion is indeed devoid of synapses. IT there arc no synapses, it 
may be that a non-synaptic release OF neurotransmitters or peptides takes 
place, Sincc sensory ganglion cell somata have no barrier separating them from 
the endoneusial space oniy few synapses o r  sites of transmitter release would 
theoretically be enough to modulate sensory ganglion cell somata. 
The pterygrcpalatjne ganglion was found to be somatotop~cally organized 
(Chapter VI). A distal cell mass projects to  the lacrimal gland and receives 
preganglionlc projections from a discrete nucleus dorsolateral to the facial 
motor nucleus in the pans : a lacrimal nucleus. A proxrrnd extension of 
soma& af Ore plerygopalatina ganglton projects to the choroid and conjunctiva. 
As ganglionectomy of the pterygopalalline ganglion has a dramatic effect on the 
intraocular pressure, i l  may be that the proximal neurons regulate the venous 
rcsjstance within the aqueous veins. 
Flflrrb S Sernzrnoy OJ the nrah resuEls o f  this thests referring lo the anterior 
eye segrrl.lersr lr~rtervatiovt (boxed area on pop) and the inrerganglfanic circuitry 
(bdIow). Semory nerve Jbres arfgharing 01 the trlgernhal ganglion (Jntermp~ed 
Eirf@s) project to the sensory noslose garsgliorl (ttodg.] and the pnrarymparheilic 
prerygopaSatSsse gangiiorr (p1.g.). Within dire cmrerlor eye segment these ser~orry 
nerve jlbres were found in the cornea (co), the iris (i) ,  the anterior sfroma of 
rfne ciliary body (cb) arld rlse cord~ilnctlsa. Most seruory neme Jbres course 
shroargh rlre cillacp c h f l  (cc). Syrrlpatlzetlc raerwe fibres (unhsermprerl lines) 
front die superlor cervical gunglioja likely synaprically szrpprfy and caursie 
li'lrwugl~ lllc rrigerninnl gangtior1 (8rfg.g.) a r ~ d  appear Lt the prerygopelaiipne 
gangliasl. Both nerve fibres ariginati~zg in the ipsilateral superior cervical 
giasaglion (~.s.c,g.)  arrd rlae contralateral superior cervical gangllon (c.3.c.g.) 
!,each the pterygopalatim gafaglirprr, Synapnrheric nerve fibres were j a m $  in the 
ciliary body, the iris, rhe cornjunctiva artd only accmionally in  he ciliary clefi 
l'racitlg frotm #he ptesygopnlaiine garrglion revealed rfnbelled neme fibres 
(dasAerS Sirzes) irl the ciliary ganglion (cil.g ), the choroid and the camjuncsiva. 
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Een deel van da zenuwvezels welke de oogbol en met name he t  veowte 
oogsegrnent innerveerr. is batrakken bij de  regulatie van do oogdruk, De 
morfologhsche en Sysiulogische gegevens, die dit deel w a n  het zenvwstelsel 
betreffen, zijn sarmengevat In hoofdstwk 1. Ondanks hat grate aanh l  gegevens, 
hlijkt het onmrwgelijk om de resultaten van de fysiologische experimenten la 
begrijpen vanuit het huidige idee van de anatomische organisade. Do frictie 
tussen de anatomische en de fysiologische gegevens moet te wijten ziJn aan de 
onjuisiheid of de onvolledigheid van bepaalde gegevens. Zoals aangegeven in 
l~oofdstuk 1 zijn er veel anatomische experimenten die sliet sclectief zijn ten 
aanzlen van de herkornst van zenuwvezels. Daameast is er  nauwcuks aandacht 
besteed aan  de  mogelijke verrnenging van, en  de  n~ogelijko synaptische 
contacten tlussen verschillende perifere zenuwvezels in perifere ganglia. De  
pcsifcre gangl ia  vormen ean  s o o r t  schakelstathon tussen het ecntraal 
7enrvwstelsel en het geinnerveerde orgaan of weefsel. OF dare schakelsteriotrs 
alleen informatie doorgeven, of in staal  zijn, deels onamankelijk van het 
ccnc raa l  zenuws te l se l ,  t o t  ve rwerk ing  e n  bowerk ing  v a n  i n f o r m a t i e  
(ver_~clijkbaar met de ganglia in de darmwand) is tot o p  heden niet duidelijk. 
I n  di t  proerschrift werd de aanweziglveid van verschillende typem zenuwezels 
~n de structuren van het voorsle oogsegrnent en in de aan het voarste 
oogsegnlend gerelateesde perifere ganglia onderzocht met belvulp van iracer- 
tcchnilekem. Hierbij warden twee tracer-technieken gebruikt: i )  auloradiografrer, 
ecn selectieve antesograde techniek, en ii) mierikswortel peraxidasc a1 of niet 
gckoppeld aao een Jectinr: (HRP ern WGA-HRP), een zowel antesograde als 
retrograde tcchniek. Die resultaten van dic onderzoek zijn sarnengevat ondm 
drie hoofden: i) Bloed-ganglioncel barriere, ii) Dc irlne~vatie van het voorste 
oogsegnient, en iii) Het interganglianaire circuit. 
BLOED-GANGLIONCEL BARRIERE (I-Foofdstuk I I )  
Tujdens de  uitvoering van de  tracer-experimenten vanr~ i t  hat ganglion 
hrlgeminl en het ganglion cervicale supcrior bleek er een verschil in de opnarne 
en I~ec transport van HRP en WGA-I-BRI) tussen beide ganglria l o  bestaan. 
Ceiicht viilrastructl~recl ondcrzoek van sensibele en autonome perirere ganglia 
na intraganglionaire en intravasculaire injectie van IFIRP of WGA-HRP trwoncle 
aan dal satellietcellan in autonorne ganglua eel1 effeclieve barnere vsrlnen voer 
dezc ingespoiaen eiwiften en waarschijnlijk voor grate rnolekwlen in he't 
aigerneen. De celmembranen ran de satellietcellen en van de uidopers vm de 
aatellietcellen welke de ganglioncellen volledig orngeven bleken in autonome 
ganglia aaaeengesmeed door talrijke tight-junctions. In de sensibele gangla 
bleek nach de veraakering door tight junctions, nach de baniere aarnwezig. 
Crote molekulelz die aanwezig zija in de bloedbaari hebben een vttje toegang 
tot her endoneurium van zawel sensibele als autonome ganglia. In senslbele 
ganglia komen cleze g r a b  molekuJen eveneens in aanraking met de ganglion- 
ccllen en worden door die cellen opgenomen. De ganglioncellen in autonome 
ganglia worden afgescbermd wan het endoneurium en daarrnee van de bloedbaan 
door de ante~cellulair verankarde satellietcellen. Og een rnogelijke verklailng 
voor dc afwezige barriere en de daarmee grocere kwetsbaarhcid van sensibele 
gangl~a. voor circwleuende toxische storen wardt verderop ingegaan. 
DE IWWERVATIE VAN WET VOORSTE OIOGSEGMENT 
I n  de retrograde tracer-experimenten werden zowel konijnen als ratten 
gcbtu~kt (Hoofdstuk 111). Grote arerschillen in de innervatit: van het voosste 
ooesegnnent bi j  konijnen, en dic innematie bij ratten werden niet gevonden. 
De cellichamen van de zenuuvezels die het woorste oogsegment inneweren, 
blckcn te liggen in lret seasibele ganglvon trigernini, heh sympatische ganglion 
cervicalc superior, lhet parasympatische ganglion, ciliare en het elrenecns 
parusympatische ganglion pterygopalatinurn. Bij de bestwdering van WGA-SIW- 
inject~es in de cornea na oplopende overlevingstijden bleek dat de cellichamen 
van de zenuwvezels in dc cornea allecn in het sensibele ganglion trigernini 
liggc~r. Door n-niddel van electronen-microscopic van he[ ganglion Mgemini 
knndon de gangljorrcsllen worde~r ondervesdeeld in vier typen. Deze typen 
blekcn cchfar Been zcnuwetcls u ~ t  aparte delen van het oag te ontvangen. 
Anrcrogrnclo tracer-experimenten met '14-leucine en WGA-t-1RP vanwit bet 
g~.rngluan trigemini (HooFdstuk IV) liet sensibele zenuwvezels in de conjunctiva, 
ele cornea, het anlerlore strema van het corpus ciliare en de ids zien (figuwr 
I). Drae a e n u u ~ a z e ~ s  lopen via de ciliuire wig en de suprachoroidea naar het 
antcromediane deel van hot ,ganglion trigelmini. Of de sensibele zenuwezeLs de 
cil~nire wig alleen doorlapan, of oak innesveren, kan op basis van deze 
lichtmicrascop~sche experirncnten njet worden besUs0. De callichamen in het 
rosrdlc dccl van ha t  syrnpatisclle ganglion cervicale superior projectoren naar 
de basis van lret corlrus ciliare, het strenla van de processi ciliares, de iris, de 
l ~ m b u s  en de conjunctiva [Hoofds t~ lk  Y). De syrnpetische zenuwaze l s  
doorlopen de suprachoroidea en de  'basis van het corpus cZIiare terrwijll slechts 
enkela sympatische zenuwvezels werden aangetroffen in de ciliare wig, fn 
overeenstemming met de retrograde expedmente~r bij konijnan, wesden ook in 
de anrerograde experimenten bij ratten, geen s y ~ p a t i s c h e  zenuwvezals in de 
cornea aangetroffen. Parasyrnpat~sche zenuwvezeis wvaawan de cellichmen in 
het ganglion pterygopalatinum l~ggen werden allcen aangetaond in de choroldea, 
de limbus en de conjuncc~va. 
INTERGANGLIONAIR CIRCUIT 
Brj ve r sch i l l ende  diersoor ten  upaasonder pr imaten blcsk he t  ganglioai 
ptcrygopalaLinurn zenuwvezels t s  bevatten van verschillende kerkomst. Een 
dergelijke gemengde samenstalling werd ook vastgesteld voor het ganglion 
ciliare van honden en primaten. Wet ganglion ciliare van rattan en konunen 
d a a r e n t e g e n ,  w o r d t  ve ronder s t e ld  nlleen parasympat ische ocularnotore  
zenuwvezels ts ontvengen. Wet ganglion cervicale superior en het ganglion 
trigcrnini worden verondersteld respeotievelijk allsen sympatische en allcen 
sensnbele zenvwvezels te bevatten (Hoofdstuk 1). 
Door rnlddel van anterograde en retrograde 6acer-experimenten met 3~-l-lcwcine 
en WGA-IiRP vanuil het ganglion tsigemini ((Floofdstuk IV), het ganglion 
cervlcale superior (Hoofdstuk V) en het ganlglion pterygopalatinurn (Haofdstuk 
VI) ,  werd het circuit tussen dc vier, aan het oog gerelatearde, perifere ganglia 
van de  rat bestudeerd. De resultaten zUn weergegeven in figuur 1. 
Sensibele trigeminus-zenmwvezels werden aangetoond in het parasyrnpatische 
ganglion pterygopalatinurn en het sensibele ganglion nodosum. Symgatnsche 
zrnmwvezels uit het ganglion ccrvicaic superior proj~ectesen naar hob gs~~gUion 
tavgenlhnu e n  h e t  ipsi-  en con t ra - l a t e ra l e  g s ~ ~ g l i o n  pterygopala t inurn  
Pzl~asylnpatische zenuwvezels uit ha t  ganglionr pterygopalatinum lrrojecteren 
near her eveneens parasyrnpatische ganglion ciliare. Dwu in tsgenslelling tot 
he1 ~n de liCe~adLI~r vcronderstelde circuit, weergegeven in lioeafdstuk 1, blijkt 
alleen het ganglion ccrvicale superior valzuir d e  onderzochhe ganglia geen 
paolectie Le ontwangen. OP de gcniengde sarnenstelling van c le~e perifere ganglia 
berust op her passeren van de zenuwvetels op  weg naar het te inncrwrcrcrt 
orgaan, of o p  ecn synaptische intcractie tussen de verschillende perlfcrc 
nculoncn, werd in dcze experimenten niet opgclost Clesalniettcnl~an werden een 
synapr~sche interactie tussen sympatischc ~enuwvezels en senslbele trigerninuq- 
neuronen en een synaptische irrttractie russen trigeminus-zenuwvezels en 
nodosum-neuronen wmrschijnlijk pemaakt. Hierblj is het van belang dat de 
synaptische inwactie in beide gevallen verondemzeld wasdt op te treden in 
een sensibel peaifaer gangtlon. Syslapsen werdcn in deze ganglia aewt zeer 
recentelijk aangetorund. In  bet gangiion trigemini zijn zelfs nu nog geen 
synapsen aangehond, wat betekent dat er in het ganglion geen smaptische 
crwcsdracht plaatsheeft of dat hct aan td  synapsen e n o m  klein is. Het feit dat 
dc  sensibele ganglioncellichamen niet afgeschcrrnd zijru varl he1 ando~~eurlurn of 
van elkaar, door  da afwezigheid van een effeectieve sateliehcel-barriere, 
betekent tlseoreilsch dat  slecht weinig synapslcn voldoende zijn. 
Binlle~l her pafiglaan pterygopalatinum bleek een somatotopie te bestaan. Het 
d~s la lo  clesl wan Ilet ganglion projecteert naar de traanklier en ontvangt 
prisjiectics van een apacte kern in de pons. de nucleus lacrimatis. Het proximale 
dccl wan het ganglion pterygopalatinuai projecteert naar de charoidea en dc 
conjunctiva. Daar ganglionectomie van het ganglion pterygopalatinwm een 
dramatlsch efrect heeft o p  de ooydruk, zijn het mogeltjk deze proxlmde 
ncuronen wclke: de oogdruk reglnleren via de yeneuze weerstand in de 
wiltcsvenen. 
b7guur 1 (blodzude 1471 M/at hst iniergas18Iio111~ir ciscuJt (oaa'ar) err de voarrte 
-- 
oag~vgrizsrzr a'rtnervasie (in de reclarhoek) betreft, zijn in de le  figuur de 
b ~ l n , s g r i j k s t c  res~r l tu ten  sansenpevar. SensibeSe tr igerninus-zenuwvezels  
(orrdelbrokerr SQ!tenJ pro]eclere,t tsaar hes sensibele gar~glion riadamma (n0d.g.) 
etl /re[ par'nsyrnpatisc~ze ganlgESon pt~rygopaEretinum (p'pr.g.). In he6 voorsre 
ot?gstigtrisrtt werdon serrsibele ze~rcwvezels aax~getroJfe~t in de cornea (co), de 
i rv~ ( i ) ,  her airtorfore srror~la van he! corpus ciEJare (cb) err de conjunctiva. 
Vce l  sensibele zen~awvrze!s lopera door de  ciliaire wig (cc).  Sytmparische 
ze!r~c~i:vozels kon~erld uit her gangllora cosviccrle swperfar (ononderbrokerr lijnen) 
prtrjccieoreit rlaar Stet g a n g l i o n  t r ige l l~ in i  ('trig.g,) em !let gangl ion 
yc~~r):gopaSariraurle. Sytrq?atische zenrt~vvezeSs in her ganglion pterygopalatinlcrn 
zJsi za~vel ajkotrtxaig wit !let SpsilaeeraSe ganglion cerwicnle superior (i.s.c.g.) 
als i d  /let cossrsalateraE~ ganglion cer~~icale stlperinr (c.s.c.g.). Mrat her vaarste 
nogsrgr~ses~s betrefi, kverderz sympaiiscihe zenluwvezels aangerrojrfen Srr !let 
corpus ciliare, de irk.  de c~t@~nctIvu eft sleckb ~cldelt in de ciliaire wig. De 
piasasyrtfyatisel~e nsrrrorzen In  l~es  ga~igSion prerygopalarinrm (stippelltjnen) 
projecrerert rraor het ganglion ciliare (cll.g.), de choroidea crz de conJiunctiva. 
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